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 要  旨 
【背景・目的】 
イノシトールリン酸は多様な細胞機能の調節に関わる生体分子であり、なかでもイノシトー
ル 1,4,5 三リン酸（IP3）は、細胞内 Ca2+濃度上昇を伴う細胞応答において中心的な役割を担う
非常に重要なシグナル分子である。哺乳類卵では、受精時に卵細胞での IP3産生が亢進すること
で細胞内 Ca2+濃度の反復性上昇（Ca2+オシレーション）が誘発され、これにより初期胚発生が
トリガーされる。IP3の生理作用や作用機序を調べる研究には細胞内の IP3濃度（[IP3]i）を人為
的に変化させる実験が必須であるが、[IP3]iを自在に且つ非侵襲的な方法で操作できれば、多く
の細胞種において詳細な研究が可能になると考えられる。近年、微生物や植物由来の光感受性
タンパク質を利用して、光の照射によって細胞応答を制御する手法（オプトジェネティクス）
が発展してきた。本研究では、光照射によって[IP3]iを自在に制御する実験手法の確立を目指し、
IP3産生酵素ホスホリパーゼ Cゼータ（PLCζ）に光感受性タンパク質Magnetを付加することで
光活性化型 PLC（PA-PLC）の作製を試みた。 
【方法】 
 アカパンカビ由来の光受容タンパク質 VIVID を改変して作製された Magnet は、正電荷を持
つ pMag と負電荷を持つ nMag が青色光照射によって可逆的にヘテロ二量体を形成する。ヒト
PLCζを２つに分割し、Ｎ末端側（PLCζ/N）とＣ末端側（PLCζ/C）にそれぞれ pMag または膜移
行配列を付与した nMagのいずれかを付加した cDNA コンストラクトを作製した。in vitro で合
成した cRNAをマウス卵に注入してこれらのタンパク質を発現させ、蛍光性 Ca2+プローブ fura-
2 をロードした後、青色光（490 nm）の照射に伴う Ca2+オシレーションの発生頻度を蛍光顕微
鏡を用いて測定することで、光依存的 IP3産生活性の評価を行った。 
【結果・考察】 
 PLCζ/N と PLCζ/C に pMag と nMag を異なる連結順や組み合わせで付加したもの（PLCζ/N-
pMag, nMag-PLCζ/N, PLCζ/N-nMag, PLCζ/C-pMag, nMag-PLCζ/C, PLCζ/C-nMag）について、共発
現させた卵細胞での光依存的な Ca2+応答を検証した。各タンパク質の発現量や発現時間、補因
子である FAD の添加方法などについて様々な条件で測定を行ったが、ほとんどのケースでは
Ca2+オシレーションが誘発されず、また Ca2+オシレーションが見られたケースでも青色光照射
によって頻度はむしろ減少した。これは Magnet の付加あるいはそれらの会合によって何らか
の立体障害が生じたことより、PLCζ と基質である PIP2 の結合が阻害されたためである可能性
がある。有効な PA-PLC を得るためには、PLCζ の切断箇所や Magnet とつなぐリンカーの長さ
等の条件を検討する必要があると考えられる。 
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第 1 章：序論 
1-1. イノシトールリン酸と細胞内 Ca2+ 
 イノシトールリン酸は水酸基がリン酸化されたイノシトールの総称であり、細胞内にお
いて Ca2+を介した多様な細胞機能を調節する非常に重要な分子である。まずはイノシトー
ルリン酸を中心とした代謝経路について説明をする。細胞外からのシグナル分子が細胞膜
上の受容体に結合すると細胞膜のイノシトールリン脂質がホスホリパーゼ C（PLC）によ
って加水分解を受ける。イノシトールリン脂質にはホスファチジルイノシトール（PI）、ホ
スファチジルイノシトール 4 一リン酸（PIP）、ホスファチジルイノシトール 4,5 二リン酸
（PIP2）の 3 つが含まれる。これらは PLC によって加水分解され、それぞれイノシトール
1 一リン酸（IP1）、イノシトール 1,4 二リン酸（IP2）、イノシトール 1,4,5 三リン酸（IP3）
が産生される。また産生されたこれらのイノシトールリン酸の一部はホスファターゼによ
って脱リン酸化され、それぞれイノシトール、IP1、IP2 となる。このようにイノシトールリ
ン酸はキナーゼやホスファターゼによって精巧な代謝制御を受けている。そしてこれらの
イノシトールリン酸の中で生理活性が認められているのが IP3 であり、IP3 は Ca2+ストアと
して知られている小胞体［1］に作用して Ca2+を細胞質に動員する。こうして動員された Ca2+
はカルモデュリンをはじめとする種々の Ca2+受容体を活性化する。活性化された Ca2+受容
体はその下流のシグナル伝達経路を刺激し、細胞増殖や細胞内物質輸送そして細胞骨格の
形成など様々な生理現象を活性化させる。つまりイノシトールリン酸のキナーゼやホスフ
ァターゼによる精巧な代謝制御は、生理現象を高度に調整する上で必須である。 
 
1-2. 哺乳類卵受精時のシグナル伝達機構 
 卵細胞に精子が受精すると精子から卵細胞質へと精子特異的なタンパク質であるホスホ
リパーゼ Cζ（PLCζ）が移行する。その後、卵細胞の細胞膜を構成するリン脂質である PIP2
が分解され、IP3 が産生される。IP3 は小胞体膜上の IP3 受容体に結合すると、IP3 受容体の
構造が変化する。IP3 受容体の構造変化は小胞体から細胞質への Ca2+の放出を引き起こす。
放出された Ca2+が卵細胞の細胞膜に存在する Ca2+ポンプなどによって小胞体内や細胞外へ
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放出され、卵細胞質の Ca2+濃度は元のレベルに戻る（図 1.1）。このような細胞内での一連
の Ca2+の動きが繰り返し引き起こされることによって細胞質の Ca2+濃度の反復性上昇
（Ca2+オシレーション）が誘発される［2］（図 1.2）。Ca2+オシレーションは卵細胞の活性化
と初期胚発生を誘導することが知られている。 
 
1-3. 精子特異的タンパク質 PLCζ の機能と構造 
 PLCζ は IP3 産生酵素タンパク質であり、PLCζ を介した一連のシグナル伝達によって卵
細胞の活性化が引き起こされる。このように PLCζ は卵細胞の活性化においてとても重要
な役割を担う精子特異的なタンパク質である［3］。また PLCζ は他の PLC アイソザイムと同
様に N 末端側から EF ドメイン、中央部分に X、Y の酵素活性ドメイン、C 末端側に C2 ド
メインを有している［4］（図 1.3）。しかし、他のすべての PLC アイソザイムに共通に含まれ
ている PH ドメインがない特徴を有しており、最も短い構造であることが分かっている［5］。
PLCζ は Ca2+に対する感受性が高く、30 nM 程度の Ca2+濃度下においても活性化されるこ
とが分かっており、Ca2+への高い感受性は EF ドメインが担っていると考えられている［6］。
また C2 ドメインはリン脂質に結合するドメインである。X–Y リンカーは他の PLC アイソ
ザイムと異なり正に荷電しているため、PLCζ の X–Y リンカーは PLCζ の基質である負電
荷を持つ PIP2 との結合を促進し、PLCζ を恒常的に活性化状態にしていると考えられてい
る［7］。また本実験ではマウスの卵細胞にヒト PLCζ（hPLCζ）を注入して実験を行っている。
同じ哺乳類であるブタの PLCζの一次構造を明らかにしヒト、サル、マウス、ニワトリそ
れぞれの PLCζ のアミノ酸配列と比較した結果、高い相同性を示すことが以前の研究で分
かっている［8］（図 1.4)。加えて先行研究においてマウス PLCζ より hPLCζ で、より強い
Ca2+オシレーション誘発活性があることが分かった[9]。これらのこと踏まえて、本研究では
IP3 の産生をより自在にコントロールするための IP3 産生酵素として hPLCζ を用いた。 
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図 1.1 受精時における Ca2+濃度上昇機構 
①精子と卵細胞が融合し、精子から精子特異的タンパク質 PLCζ が細胞質内へ移行する。 
②PLCζ により PIP2 が加水分解され、IP3 が産出される。 
③IP3 が小胞体膜上に存在する IP3 受容体に結合する。 
④活性化した IP3 受容体によって小胞体から細胞質への Ca2+放出が引き起こされる。 
⑤放出された Ca2+が Ca2+ポンプなどによって細胞外へ放出され Ca2+濃度は元のレベルに戻る。 
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図 1.2 Ca2+オシレーション（文献［2］より改変） 
（A）哺乳類卵細胞における受精時の Ca2+オシレーションを表したグラフである。縦軸は Ca2+
指示薬である fura-2 の蛍光強度比を表している。図 1.1 で示した一連の作用によって一過性の
Ca2+濃度上昇が繰り返し引き起こされていることが分かる。（B）PLCζ RNA を人為的に注入し
たことにより引き起こされた Ca2+オシレーションを表したグラフである。受精時と同様に一過
性の Ca2+濃度上昇が繰り返し引き起こされることが分かる 
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図 1.3 PLC アイソザイムのドメイン構造（文献［4］より引用） 
すべての PLC アイソザイムで共通して N 末端側から EF ドメイン、中央部分に X、Y の酵素活
性ドメイン、C 末端側に C2 ドメインを有していることが分かる。また PLCζ は他のすべての
PLC アイソザイムに共通して含まれている PH ドメインを有していないため、最も短い構造で
あることが分かる。 
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図 1.4 PLCζ のアミノ酸配列の比較（文献［8］より引用） 
ブタの PLCζ の一次構造を明らかにしヒト、サル、マウス、ニワトリそれぞれの PLCζ のアミノ
酸配列と比較した結果、ヒト、サル、マウスおよびニワトリの相同性はそれぞれ 80、78、71 お
よび 57％であった。すべての種で保存されたアミノ酸は黒色の陰影で示されている。2 種以上
の同一のアミノ酸が灰色の陰影で示されている。すべての種で保存されたアミノ酸は黒色の陰
影で示されている。2 種以上の同一のアミノ酸が灰色の陰影で示されている。 
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1-4. 本研究の目的 
 本研究の目的はマウス卵細胞内における IP３の濃度を自在に制御可能な分子ツールを開
発することである。細胞内の IP３を制御することは PLCζ による PIP2 の加水分解を介した
Ca2+のダイナミクス変化を制御することにつながる。細胞質における Ca2+の濃度上昇は卵
細胞の活性化だけでなく分泌や細胞運動といった様々な生理現象をトリガーし、IP3 はこの
ような生理現象を誘発するとても重要な初期の誘発因子であると言える。IP３産生を制御す
ることは Ca2+ダイナミクスを探る研究に始まり、IP３産生を介した様々な生理現象の機構を
より細かなレベルで解明することに大きく寄与すると言える。本研究では IP３産生制御シス
テムのツールとして光に依存して活性が変化する光受容タンパク質に着目した。光受容タ
ンパク質を PLCζ に付加した PA-PLCζ（Photoactivatable-PLCζ）を作製し Ca2+オシレーシ
ョンを制御することを目指した。このような遺伝子制御において従来までは薬物を用いる
のが一般的であった。しかし薬物を用いた制御では任意の時間と空間で活性のオン/オフを
切り替えることが難しい。また薬物が細胞内のシグナル伝達において大きな障害となり、細
胞にとって重篤なエラーを引き起こしてしまう可能性がある［10］-［12］。一方で光を用いた遺
伝子制御は薬物を用いた制御とは異なり時間および空間において高い分解能を有しており
細胞に対する毒性が少ないため非常に優れたツールであると言える。 
 
1-4-1. 光受容タンパク質 Magnet 
本研究では光受容タンパク質として Fuun らの研究チームが開発したアカパンカビ
（Neurospora crassa）［13］が有する青色光受容体ヴィヴィッド（Vivid）の変異型、Magnet［14］
に着目した。Vivid は光受容タンパク質の中で最も分子量が小さいもののひとつであり近年
注目されている光受容タンパク質である。野生型 Vivid は青色光照射によってモノマーから
ホモダイマーを形成し、暗室下ではモノマーに戻るといった性質がある［14］,［16］-［18］（図 1.5B）。
図 1.5A の赤色で示されている FAD は光受容を担う重要な補因子であり、FAD が結合する
ことで可逆的に光に依存的した活性変化を示せるようになる。しかし Vivid はフォトスイッ 
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図 1.5 Vivid の立体構造と Magnet の設計（文献［14］より引用） 
（A）青色光受容体 Vivid の立体構造およびその主要アミノ酸残基を表している。Vivid は赤色
で示された補因子によって光を受容し、構造を変化させる。また青色で示された光応答性に関わ
る部位と黄色で示された二量体界面部位に変異を加えることで Magnet を作製した。（B）Vivid
および Magnet の光依存的な反応を示した模式図である。図中の A と B は異なるタンパク質 A
と B を表現している。Magnet ではホモダイマー化が防がれ、ヘテロダイマー化のみが引き起こ
されるため、A-B 相互作用のみが誘発される。 
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チとして望ましくない特性をいくつか持っている。1 つはホモダイマーを形成してしまうこ
とである。ホモダイマーの形成は Vivid を 2 つの異なるタンパク質（プロテイン A および
プロテイン B）を互いに接近させるためのフォトスイッチとして使用した時に A-B 相互作
用だけでなく、望ましくない A-A および B-B 相互作用も誘発してしまう。そして Vivid は
暗室下でのホモダイマーからモノマー化への変換速度が非常に遅い［19］（時定数Τ1/2=2.8 時
間）。これらの問題は図 1.5 の Vivid の立体構造に示されている二量体界面（黄色で示され
た部位）に荷電アミノ酸を置換することで、そして光応答性に関わる部位（青色で示された
部位）にランダムな変異を加えることで解決されている。こうして開発されたのが正に帯電
した Magnet（pMag）と負に帯電した Magnet（nMag）である［14］。本実験では光応答性が
高く、光応答速度が速い Magnet の組み合わせである pMagFast2（I52R/M55R/I74V/I85V）、
nMagHigh1（I52D/M55G/M135I/M165I）を使用した。また Fuun らの研究チームではこ
れらの Magnet を用いて青色光照射依存的に細胞運動を促進させるシステムの開発に成功
している［14］（図 1.6）。nMag 側のドメインは CAAX モチーフを付加することで細胞膜に局
在化させた。一方で pMag 側のドメインには低分子量 G タンパク質 Rac1 を特異的に活性
化する Tiam1 を付加し、細胞質一様に発現させている。青色光照射による各 Magnet の結
合によって Tiam1 が細胞膜付近に存在する Rac1 と相互作用可能な状態となり、Rac1 を介
した細胞運動が促進されることが報告されている。この有用性の高い光受容タンパク質を
用いて生きた細胞の中で自在に IP3 濃度を制御するシステムの開発を試みた。 
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図 1.6 Magnet を用いた光活性制御の実例（文献［14］より改変） 
（A）Magnet を用いた青色光照射依存的な細胞運動制御を表した模式図である。青色光照射に
よる Magnet の相互作用を介して Tiam1 と Rac1 との物理的な距離が近くなり、活性化された
Rac1 によって細胞運動が促進される。（B）F-actin 可視化プローブ Lifeact［15］を用いて細胞運
動の様子を観察した画像である。水色が細胞運動によって拡大された領域を表している。青色光
照射によって細胞運動が促進されていることが確認できる。 
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1-4-2. Magnet を用いた PA-PLCζ システムの設計 
 先行研究においてタンパク質を適切な箇所で分割すると、両者間の距離が遠い時には不
活性状態であるが、距離が近くなると活性状態となり元のタンパク質機能が復活すると報
告されている。実際に多くの研究チームにおいて、この作用を利用したシステムの開発が活
発的に行われている［20］-［22］。私たちは PLCζ を二分割に切断し、各断片を pMag、nMag に
付加することで光照射依存的に PLCζ の活性を変化させるシステムの開発を試みた（図 1.7）。
更に PLCζ による PIP2 の加水分解が効率的に行われるように nMag 側のドメインを細胞膜
に局在化させた。青色光照射によって pMag 側のドメインが細胞膜の nMag 側のドメイン
に結合し、活性化された PLCζ によって PIP2 を介した反復的な一過性の Ca2+濃度上昇が引
き起こされる。暗室下では各 Magnet が解離し、PLCζ も不活性状態に戻ることで Ca2+濃度
上昇が停止される。また PLCζ の最適な切断箇所の選定は以前、私たちの研究チームで行っ
た PLCζ の分割型変異体による機能・構造相関の解析結果を参照した［9］（図 1.8）。その結
果を踏まえて、各分割 PLCζ が会合した時のみに Ca2+オシレーションを起こした 304 番目
のアミノ酸での切断が最適な分割箇所であると考えた。加えて私たちの研究チームでは以
前、赤色光受容タンパク質フィトクロム B（PhyB）とフィトクロム相互作用因子（PIF6）
を用いた PA-PLCζ システムの検証を行っている［23］（図 1.9）。図 1.9B から分かるように赤
色光依存的に Ca2+スパイクが発生していることが分かる。今回は光応答性をさらに向上さ
せるために、Magnet を利用した方法で改良を試みた。 
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図 1.7 Magnet を用いた PA-PLCζ システム 
Magnet を用いた分割 PLCζ による青色光照射依存的な細胞内 IP3 産生制御システムの模式図で
ある。青色光照射による各 Magnet の結合を介して PLCζ が相互作用可能になり IP3 が産生され
る。IP3 産生を介した小胞体からの Ca2+放出により細胞質内の Ca2+濃度が上昇する。暗室下では
各 Magnet の解離により PLCζ が不活性状態になるため Ca2+濃度上昇が停止される。 
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図 1.8 PLCζ の構造と分割箇所の決定（文献［9］より改変） 
PLCζ を X ドメインと X-Y Linker の境界面で分割し、分割 PLCζ cRNA をマウス卵細胞にマイ
クロインジェクション法により注入したところ、各 PLCζ 断片が会合した時のみに Ca2+オシレ
ーションが観察されることが分かった。 
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図 1.9 PhyB、PIF6 を用いた PA-PLCζ システム（文献［23］より改変） 
（A）PhyB、PIF6 を用いた PA-PLCζ システムの模式図である。赤色光照射時では PhyB と
PIF6 が結合することによって PLCζ は活性状態になる。一方で遠赤色光照射時では PhyB と
PIF6 の結合がほどかれ、PLCζ が不活性状態になる。（B）図 1.9A のシステムをマウス卵細胞に
導入した時の Ca2+スパイク発生の様子である。赤色光依存的に Ca2+スパイクが発生しているこ
とが分かる。 
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第 2 章：実験方法 
2-1. cDNA の合成 
図 2.1 は本研究において作製した DNA コンストラクトの一覧である。DNA の作製手順
については図 2.2~2.4 に模式図で記載している。これらの図に示されている方法で DNA の
作製を行った。細かい手順について以下に記述した。 
 
2-1-1. PCR による標的配列の増幅 
付録表１の組成で溶液を作製し、表 2 の PCR 条件に従って PCR を行った。 
 
2-1-2. PCR 産物の精製 
 MonoFas®DNA 精製キット（GL Science）を用いて添付のプロトコルに従って PCR 産
物の精製を行った。 
 
2-1-3. 制限酵素処理 
インサートとして用いられる側の DNA とベクターとして用いられる側の DNA を付録表
３の組成で溶液を作製し、CO2 インキュベーターに一晩置いた。その後、適当な条件で電
気泳動を行い、2-1-2 の手順と同様に DNA を抽出した。 
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図 2.1 本実験で作製した DNA コンストラクト一覧 
本研究において作製した DNA コンストラクトの一覧である。分割型 hPLCζ 挿入 pMag に関し
ては hPLCζ の N/C 末端を入れ替えた 2 種類を作製した。nMag に関しては hPLCζ の N/C 末端
を入れ替えたものと、挿入箇所を変更した 4 種類を作製した。 
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図 2.2 分割型 hPLCζ 挿入 pMag の作製 
分割型 hPLCζ 挿入 pMag の作製手順を示した模式図である。まず pcDNA3.1 Vector から
pGLS(A21)8T Vector へサブクローニングした後、分割 PLCζ の挿入位置に Linker を挿入した。
そして分割 PLCζ を pMag へサブクローニングした。 
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図 2.3 分割型 hPLCζ 挿入 pMag の作製 
分割型 hPLCζ 挿入 nMag の作製手順を示した模式図である。まず pcDNA3.1 Vector から
pGLS(A21)8T Vector へサブクローニングした後、分割 PLCζ の挿入位置に Linker を挿入した。
そして分割 PLCζ を nMag へサブクローニングした。 
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図 2.4 分割型 hPLCζ N/C 末端の入れ替え 
分割型 hPLCζ N/C 末端の入れ替えの手順を示した模式図である。図 2.2、図 2.3 で作製した
DNA を用いて模式図中の手順に従って入れ替えを行った。 
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2-1-4. Ligation および形質転換 
 精製した DNA を Ligation Mix（TAKARA）を用いて添付のプロトコルに従って
Ligation した後、Chemical Competent Cell XL-1Blue（stratagene）に形質転換を行った。
そして LB+ Amp / Tc プレートにプレーティングをして 37 ℃の CO2 インキュベーターで
一晩培養した。 
 
2-1-5. 少量培養 
LB + Amp / Tc プレートに生えたコロニーをつまようじを用いて LB + Amp 溶液に懸
濁して、37 ℃の CO2 インキュベーターで横振り培養を行った。 
 
2-1-6. コロニーPCR 
ピックアップしたコロニーを少量培養した後、付録表５の組成に従ってコロニー PCR を
行った。この操作によって作製した DNA のコンストラクトが適切であるかを判断した。 
コントロールなどで培養液の代わりに既存の cDNA を加える場合は 1.0 ng 加えた。 
 
2-1-7. 大量培養 
サンプルを LB+Amp 溶液に加えて 37 ℃の CO2 インキュベーターで回転振り培養を一
晩行った。 
 
2-1-8. Midi 精製 
Wizard® Plus Midipreps DNA Purification System（Promega）を用いて添付のプロトコルに
従って Midi 精製を行った。 
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2-2. cRNA の合成 
2-2-1. 制限酵素処理 
 本実験で作製した DNA はすべて RNA 合成時の制限酵素処理を付録表６の組成に従って
行い、溶液を作製して 37 ℃の CO2 インキュベーターに一晩置いた。 
 
2-2-2. DNA 精製 
制限酵素処理後のサンプルを Proteinase K（Sigma）で処理した後に、MinElute 
Cleanup Kit（Qiagen）を用いて添付のプロトコルに従って DNA 精製を行った。。 
 
2-2-3. 転写反応および RNA 精製 
 mMESSAGE mMACHINE™ T7 Transcription Kit（Ambion）を用いて添付のプロトコル
に従って転写を行った。そして RNeasy MinElute Cleanup Kit（Qiagen）を用いて添付のプ
ロトコルに従って RNA 精製を行った。 
 
2-3. マウス卵細胞の採取 
2-3-1. 成熟卵の採取 
ddY メスマウスに血清性性腺刺激ホルモン（PMSG）を皮下注射してから約 48 時間経
過後にヒト絨毛性性腺刺激ホルモン（hCG）を皮下注射した。hCG 投与から約 16 時間
後、マウスを心肺停止させ腹部を解剖し卵管を摘出した。卵管に付着した脂肪や血液を取
り除き、ヒアルロニダーゼ入りの M2 ドロップにピンセットと注射針を用いて卵管膨大部
内の卵丘細胞層を M2 ドロップまで引きずり出した。卵細胞から卵丘細胞が取り除かれて
いることを確認して、卵細胞を BSA 入りの M2 ドロップを用いてよく洗浄した。 
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2-3-2. 未成熟卵の採取 
ddY メスマウスに PMSG を皮下注射した。未成熟卵の採取の前日に M16 に BSA を加
え、CO2 インキュベーターで一晩おき CO2 平衡化を行った。PMSG 投与から約 48 時間後
マウスを心肺停止させ腹部を解剖し卵巣を摘出した。卵巣に付着した脂肪や血液を取り除
き、M2 ドロップ中でピンセットと注射針を用いて卵巣から未成熟卵をかき出した。BSA
入りの M2 ドロップを用いてよく洗浄した。 
 
2-4. 卵細胞への RNA 注入 
ディープフリーザーで保存していた RNA を 85℃で 3 分間インキュベートし、RNase 
inhibiter を失活させた。その後、RNA をすぐに氷上バスに置いた。この操作を行った RNA
を微小ガラス管に詰め、微小ガラス管を用いて RNA を卵細胞に直接導入するマイクロイン
ジェクション法を用いて RNA を注入した。 
 
2-5. PA-PLCζ システムの最適化 
 PA-PLCζ システムを最適化するために段階的な検証を進めていった。本システムが光照
射依存的に PIP2 に作用し、IP3 濃度を自在に制御するためには nMag 側のドメインを細胞
膜に局在化させる必要がある。そこでまずは Magnet を用いた PA-PLCζ システムが細胞膜
移行配列 CAAX によって細胞膜に局在するのかを検証した。次にマウス卵細胞において
Magnet システムを最適化するために PLCζ を挿入していない pMagFast2(×3)-iRFP、
nMagHigh1-EGFP-CAAX を用いて、青色光照射依存的に pMag 側の分布がどう変化するの
かを観察した。その際に各 Magnet RNA の注入濃度や補因子 FAD の濃度および添加方法
などの条件を変えることで Magnet システムが最も活性を示す条件の選定を行った。そして
最後に PA-PLCζ を用いて卵細胞内での Ca2+ダイナミクスが光照射依存的に変化するのか
を検証した。 
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2-5-1. 細胞膜局在の確認および Magnet システムの最適化 
 PA-PLCζ システムの nMag 側のドメインが細胞膜に局在しているかの確認や Magnet シ
ステムの最適化の検証は共焦点顕微鏡を用いて観察した。Magnet システムの最適化の検証
における青色光照射の光源は水銀ランプを使用し、GFP の蛍光リフレクターを用いて照射
を行った。また青色光照射による Magnet の効果を評価するために直線上の全蛍光強度に含
まれる細胞膜付近の蛍光強度の割合を細胞膜局在率と定義した（図 2.5）。青色光照射前後
での細胞膜局在率の変化を求めて Magnet の活性を評価した。加えて Magnet システムが最
も活性を示す条件の選定には RNA 注入時期の最適化、各 Magnet RNA の注入濃度の最適
化、補因子の濃度および添加方法の最適化を行った。RNA 注入時期の最適化では未成熟卵
/成熟卵のどちらの時期で RNA を注入するのが最適か検証した。未成熟卵で注入すると、
注入してから観察までの培養時間を長く確保することができる。未成熟卵で注入すること
のメリットとしては培養時間を長く確保することでタンパク質を十分に発現させることが
でき、かつ CAAX の翻訳後修飾が十分に行われるため細胞膜局在も向上することが挙げら
れる。一方でインジェクションによるダメージによって正常に成熟しない卵細胞が多くな
る点がデメリットとして挙げられる。正常に成熟していない卵細胞では PIP2 への感受性が
低下してしまうため PA-PLCζ システムの効果を低下させてしまう。こういった問題は成熟
卵で注入することで解決される。これらのことを踏まえて注入時期の最適化を行った。次に
補因子の添加方法の最適化ではマイクロインジェクション法による注入と培養液に加える
ことによる注入の 2 つを試験した。 
 
2-5-2. PA-PLCζ システムの評価 
 PA-PLCζ の活性は倒立顕微鏡下で卵細胞質中の Ca2+濃度の変化から評価した（図 2.6）。
Ca2+濃度は fura-2 の蛍光強度比から測定を行った。fura-2 の励起光および青色光照射は Xe
ランプを用いて行い、ICCD カメラで蛍光を取得した。 
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図 2.5 Magnet システムの評価方法 
Magnet システムを評価するために細胞膜局在率を定義した。直線上の蛍光強度分布を求め、直
線上の全蛍光強度に含まれる細胞膜付近の蛍光強度（赤い点線）の割合から活性評価を行った。 
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図 2.6 倒立顕微鏡を用いた光照射測定の模式図 
Xe ランプの光は励起光フィルターによって目的の波長域に限定される。そしてダイクロイック
ミラーに反射された励起光は対物レンズを通ってサンプルに照射される。サンプルが発した蛍
光は蛍光フィルターで目的の波長域に限定され、ICCD カメラにより検出される。 
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第 3 章：実験結果 
3-1. Magnet を用いた PA-PLCζ システムの細胞膜局在 
PA-PLCζ システムが光照射依存的に細胞膜を構成する PIP2 に効果的に作用する為には
CAAX モチーフを用いて片側のドメインを細胞膜に局在させることが重要となる。従来モ
デルの PhyB/PIF6 を用いたシステムでは細胞膜への局在化が不十分であった。考えられる
要因として PhyB の分子サイズが挙げられる。PhyB はホモダイマーとして存在しており、
その分子量はダイマーのもので約 5500 bp もの大きさになる。この非常に大きな分子量に
よって細胞膜への輸送が阻害されている可能性が挙げられる。一方で Magnet の分子サイズ
はわずか 450 bp であり、細胞膜への輸送が円滑に行われると考えられる。実際に
nMagHigh1-hPLCζ/N-EGFP-CAAX をマウス卵細胞に注入し、共焦点顕微鏡を用いて観察
した結果、hPLCζ/C-PhyB-mCherry-CAAX を注入したサンプルよりも顕著な細胞膜局在の
様子が観察された（図 3.1）。このように PA-PLCζ システムの細胞膜局在の問題は光受容
タンパク質 PhyB を Magnet に変更することで解決された。 
 
3-2. マウス卵細胞における Magnet システムの最適化 
卵細胞において Magnet システムが応用された例は報告されておらず、本系における最適
化が必須である。そこで pMagFast2(×3)-iRFP、nMagHigh1-EGFP-CAAX RNA を様々な
濃度で注入して、最適な注入濃度と注入時期の選定を行った（図 3.2-3.4）。そして補因子
FAD の添加濃度および添加方法の最適化も行った。その結果、各 Magnet を高濃度かつ微
小ガラス管で高濃度の FAD を未成熟卵に注入した場合で最も反応性が高く、照射直後の
iRFP 細胞膜局在率が照射前と比べて約 40%も増加した。そして各 Magnet と FAD を低濃
度で微小ガラス管により未成熟卵に注入を行ったものでは照射前後で約 20%増加したが、
その反応性は高濃度で行った時に比べて大きく減少した。加えて各 Magnet を高濃度かつ培
養液添加で高濃度の FAD をロードした場合では約 30%増加したが、微小ガラス管による注 
 
 
 29 
 
 
 
 
 
図 3.1 PA-PLCζ システムの細胞膜局在の比較 
左図は hPLCζ/C-PhyB-mCherry-CAAX RNA を 400 ng/μL の濃度で未成熟卵にインジェクショ
ンした後、十分な時間培養をして共焦点顕微鏡で撮影した画像である。右図は nMagHigh1-
hPLCζ/N-EGFP-CAAX RNA を 250 ng/μL の濃度で未成熟卵にインジェクションした後、十分
な時間培養をして共焦点顕微鏡で撮影した画像である。 
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図 3.2 Magnet システムの最適化① 
未成熟時に RNA と FAD をインジェクションしたサンプルにおける Magnet システムの活性評
価の結果である。縦軸は照射前の iRFP 細胞膜局在率によって規格化された iRFP 細胞膜局在率
を示しており、横軸は青色光照射後の時間を示している。水色のバーは青色光照射を表している。 
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図 3.3 Magnet システムの最適化② 
未成熟時に RNA をインジェクションし、FAD を培養液添加したサンプルにおける Magnet シ
ステムの活性評価の結果である。縦軸は照射前の iRFP 細胞膜局在率によって規格化された iRFP
細胞膜局在率を示しており、横軸は青色光照射後の時間を示している。水色のバーは青色光照射
を表している。 
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図 3.4 Magnet システムの最適化③ 
成熟時に RNA と FAD の注入を行ったサンプルにおける Magnet システムの活性評価の結果で
ある。縦軸は照射前の iRFP 細胞膜局在率によって規格化された iRFP 細胞膜局在率を示してお
り、横軸は青色光照射後の時間を示している。水色のバーは青色光照射を表している。 
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入に比べて反応性は低下した。まとめると Magnet RNA を注入する時期は未成熟卵が望ま
しく、Magnet と FAD は高濃度かつ FAD を微小ガラス管により注入する方法が最適であ
ることが分かった。これらの条件を参考にして分割 PLCζ を付加した PA-PLCζ システムの
最適化と活性評価を行った。 
 
3-3. PA-PLCζ の活性評価 
前章の結果を受けてマウス卵細胞において Magnet システムは RNA を未成熟卵で注入す
ることが望ましく、Magnet と FAD は高濃度かつ FAD を微小ガラス管により注入する方
法が最適であることが分かった。この章では PA-PLCζ をこのような条件で測定した際に、
どのような活性変化を示すのか fura-2 を用いた Ca2+濃度測定から活性評価を行った（図
3.5-3.9）。図 3.5 から分かるように hPLCζ/C-pMagFast2(×3)-iRFP、hPLCζ/N-nMagHigh1-
EGFP-CAAX において暗室下で Ca2+スパイクが発生し、青色光照射下ではスパイクが停止
している様子が観察された。本来であれば青色光照射によって Ca2+スパイクの発生頻度が
増加するはずであるが今回は停止する結果となった。目的の挙動ではないものの、青色光照
射によって Magnet が何らかの反応を起こしていると考えられる。青色光照射による
Magnet の会合が PLCζ と PIP2 の相互作用を、立体障害によって阻害している可能性が示
唆された。他の Ca2+スパイクが発生したサンプルの多くは先ほどと同様に、青色光照射時
にスパイクが停止する様子が観察された。加えて図 3.5-3.7 の測定はすべて未成熟卵にイン
ジェクションをしたサンプルである。RNA や高濃度の補因子 FAD を注入することによる
卵細胞への負担は大きいと考えられる。その結果、正常に成熟していない卵や状態の良くな
い卵が多く存在していた。正常に成熟していない卵細胞では PIP2 への感受性が低下してし
まうため PA-PLCζ システムの効果を低下させてしまう。そこで成熟卵でインジェクション
を行う方法で検証を進めていった（図 3.8、3.9）。これらのサンプルにおいても青色光照射
により Ca2+スパイクの発生頻度が低下していることが分かる。その後の暗室下においても
発生頻度が戻ることがないため、Magnet は本系において青色光照射によって不可逆的な会 
 34 
 
 
 
 
 
図 3.5 Magnet を用いた PA-PLCζ の活性評価① 
未成熟卵に高濃度の各 Magnet RNA と FAD 1.0 mg/mL をインジェクションした後、十分な時
間培養をした。培養終了後に fura-2 で染色をして Ca2+濃度測定を行った。黒色のバーは暗室下、
青色のバーは青色光照射下を表している。 
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図 3.6 Magnet を用いた PA-PLCζ の活性評価② 
未成熟卵に低濃度の各 Magnet RNA と FAD 1.0 mg/mL をインジェクションした後、十分な時
間培養をした。培養終了後に fura-2 で染色をして Ca2+濃度測定を行った。黒色のバーは暗室下、
青色のバーは青色光照射下を表している。 
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図 3.7 Magnet を用いた PA-PLCζ の活性評価③ 
未成熟卵に低濃度の pMag RNA、高濃度の nMag RNA と FAD 1.0 mg/mL をインジェクション
した後、十分な時間培養をした。培養終了後に fura-2 で染色をして Ca2+濃度測定を行った。黒
色のバーは暗室下、青色のバーは青色光照射下を表している。 
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図 3.8 Magnet を用いた PA-PLCζ の活性評価④ 
成熟卵に高濃度の各 Magnet RNA と FAD 1.0 mg/mL をインジェクションした後、十分な時間
培養をした。培養終了後に fura-2 で染色をして Ca2+濃度測定を行った。左上のサンプルでの青
色光照射の光量は ND フィルターを用いて測定の途中で変更した。黒色のバーは暗室下、青色
のバーは青色光照射下を表している。 
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図 3.9 Magnet を用いた PA-PLCζ の活性評価⑤ 
成熟卵に低濃度の pMag RNA、高濃度の nMag RNA と FAD 1.0 mg/mL をインジェクションし
た後、十分な時間培養をした。培養終了後に fura-2 で染色をして Ca2+濃度測定を行った。黒色
のバーは暗室下、青色のバーは青色光照射下を表している。 
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合をしている可能性がある。また図 3.8 左上のサンプルにおいては青色光照射依存的に Ca2+
スパイクが発生していることが分かる。そして青色光照射の光量を上げたことで鋭いスパ
イクの発生頻度が上昇した。加えて成熟卵でインジェクションしたサンプルの方が未成熟
卵のものと比較して Ca2+スパイクの発生確率や発生頻度が増加した。これは正常に成熟し
た卵細胞で測定を行ったことにより、PIP2 への感受性が増加した為だと考えられる。 
 
第 4 章：考察 
 様々な条件下で行った PA-PLCζ の結果を定量的に判断するために Ca2+スパイクの発生
頻度に着目して分析を行った（表 1、2）。これらの表から分かるようにスパイクの発生頻
度は未成熟卵に RNA 注入を行ったサンプルよりも成熟卵で注入を行ったサンプルの方が
著しく高かった。これは正常に成熟した卵細胞で測定を行ったことにより、PIP2 への感受
性が増加した為だと考えられる。また暗室下でのスパイク発生頻度と青色光下でのスパイ
ク発生頻度を比較した値から青色光照射によって PLCζ と PIP2 の会合が阻害されているこ
とが分かる。これは本系において Magnet がきちんと反応していることを示唆する重要な
結果である。今回の方法では青色光照射によって Ca2+スパイクの発生が阻害されてしまっ
たが立体配置を変更することで解決できる可能性がある。実際に先行研究において立体配
置を変更することで光応答性が約 10 倍向上した例も報告されている［21］。また目的の光応
答性が見られなかった原因として補因子 FAD の添加方法が挙げられる。Magnet が応用さ
れた例は培養細胞がほとんどであり、培養細胞は卵細胞に比べて体積が小さい。その為、
卵細胞では必要となる FAD 量が多いと考えられる。今回行った微小ガラス管による添加
が適切でない可能性があり、更なる改善が必要である。また卵細胞では培養細胞の系とは
異なり、PA-PLCζ を RNA 注入により導入する必要がある。その為発現するまでの時間が
非常に短い為、短時間に多量の補因子が必要となることが大きな問題点である。今後はこ
れらの問題点を改善すべく立体配置と補因子の添加方法の更なる検討を進めていきたい。 
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表 1. 未成熟時に RNA 注入した卵細胞の活性評価まとめ 
細胞質側 細胞膜側 総例数 スパイク 
発生例数(暗) 
スパイク 
発生例数(青) 
B>A の例数 (B/A̅̅ ̅̅ ̅) 
(n=例数) 
PLCζ/C-pMag PLCζ/N-nMag 27 1 0 0 0 
(n=1) 
nMag-PLCζ/N 29 1 0 0 0 
(n=1) 
PLCζ/N-pMag 
 
PLCζ/C-nMag 25 0 0 0 - 
nMag-PLCζ/C 21 0 0 0 - 
＊暗室下でのスパイク発生頻度（A）、青色光下でのスパイク発生頻度（B） 
＊すべてのサンプルにおいて FAD の注入は微小ガラス管を用いて行った。 
 
表 2. 成熟時に RNA 注入した卵細胞の活性評価まとめ 
細胞質側 細胞膜側 総例数 スパイク 
発生例数(暗) 
スパイク 
発生例数(青) 
B>A の例数 (B/A̅̅ ̅̅ ̅) ±SD 
(n=例数) 
PLCζ/C-pMag PLCζ/N-nMag 17 8 7 2 0.8±0.6 
(n=8) 
nMag-PLCζ/N 35 4 1 1 0.5±0.9 
(n=4) 
PLCζ/N-pMag 
 
PLCζ/C-nMag 22 2 1 1 1.0±1.0 
(n=2) 
nMag-PLCζ/C 13 0 0 0 - 
＊暗室下でのスパイク発生頻度（A）、青色光下でのスパイク発生頻度（B） 
＊すべてのサンプルにおいて FAD の注入は微小ガラス管を用いて行った。 
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第 5 章：結論および今後の展望 
PA-PLCζ システムが光照射依存的に細胞膜を構成する PIP2 に効果的に作用する為には
CAAX モチーフを用いて片側のドメインを細胞膜に局在化させることが重要となる。従来
モデルでは PhyB の分子サイズの影響で細胞膜への輸送が阻害されている可能性があった。
そこで PhyB を分子サイズの小さな光受容タンパク質 Magnet に変更することで細胞膜へ
の輸送が円滑に行われ、細胞膜局在化の問題が解決された。そして Magnet システムは本系
において、未成熟卵でインジェクションを行ったサンプルで著しく細胞膜局在率が増加す
ることが分かった。しかし PA-PLCζ システムにおいて、未成熟卵でのインジェクションは
卵細胞にダメージを与え、成熟を阻害してしまう。その結果、PIP2 への感受性を低下させて
しまい、システムの性能が落ちてしまったと考えられる。また青色光照射による Magnet の
会合から生じる立体障害によって、PLCζ と PIP2 の相互作用が阻害されていると考えられ
る。このことは本系において PA-PLCζ システムが光依存的な挙動を示している証拠と言え
る。加えて青色光照射依存的な Ca2+スパイクの発生頻度の上昇が見られたサンプルがある
ことから、更なる最適な条件の選定が進むことで意図した挙動の制御が行える可能性が十
分にあると言える。今後は PLCζ の分割位置/分割 PLCζ の挿入位置、そして Magnet とつ
なぐリンカーの長さ等の条件の最適化や、青色光照射条件の検討を行っていくべきである。
また今回の大きな課題として会合した Magnet と PLCζ の立体的な相互作用問題が挙げら
れる。そのため、特に PLCζ の分割位置/分割 PLCζ の挿入位置、リンカーの長さ等の最適
化はとても重要な改善点であると言える。加えて Magnet には様々な変異型が開発されてい
る（図 4.1）。pMagFast2(×3)、nMagHigh1 のセット以上に光照射依存的な会合力の強い組
み合わせも開発されており、様々なタイプの Magnet で検証を進めていくことも本システム
をより有用性のあるものへ発展していく上で重要な点であると言える。 
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図 4.1 様々なタイプの Magnet の活性評価（文献［14］より改変） 
（A）光照射依存的な結合および解離能力を評価するためのアッセイの模式図である。ルシフェ
ラーゼを二分割にし、それぞれに様々なタイプの Magnet を付加する。青色光照射によって
Magnet が二量体を形成し、ルシフェラーゼが本来の活性を取り戻し発光する。その発光強度か
ら結合および解離能力を評価する。（B）様々なタイプの Magnet を用いたルシフェラーゼアッ
セイの結果である。縦軸がルシフェラーゼの蛍光強度を表している。黒色のバーは暗室下、青色
のバーは青色光照射下を表している。 
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付録：使用器具、試薬、反応液の組成、プライマー等 
●使用器具 
・オートクレーブ：MLS-2420（SANYO） 
・乾熱滅菌機：NDN-400（EYELA） 
・電子分析天秤：AB54-S（METTLER TOLEDO） 
・ブロック CO2 インキュベーター：B1-516C（ASTEC） 
・クリーンベンチ：PCV（HITACHI） 
・pH メーター：ｐB-11（Santorius） 
・ブロックインキュベーター：Dry Thermo Unit DTU-1B（TAITEC） 
・サーマルサイクラー：PC320（ASTEC） 
・電気泳動装置：GelMate®2000（TOYOBO） 
・電気泳動像撮影用デジタルカメラ：SP-510UZ（OLYMPUS） 
・UV（302 / 365 nm）トランスイルミネーター：TFML-20E（UVP） 
・デジタル仕様ゲル撮影装置：PX410（BIO CRAFT） 
・卓上遠心分離機：チビタン（Millipore） 
・微量高速冷却遠心機：MRX-150（TOMY） 
・微量高速冷却遠心機：MX-301（TOMY） 
・小型振盪（培養）機：DOUBLE SHAKER NR-3（TAITEC） 
・恒温槽（Hot ＆ Cool Bath）：EHC（AS ONE）  
・試験管ミキサー（ボルテックス）：TH-1, HM-1（AS ONE） 
・分光光度計：Biophotometer（Eppendorf） 
・吸引加圧ポンプ：USS 型（NRK） 
・ホットスターラー：CHS-350（AS ONE） 
・双眼実体顕微鏡：SMZ-2B（Nikon） 
・蛍光顕微鏡：IX71（OLYMPUS） 
・パズコントローラー：SS-1433（日本光電) 
・蛍光顕微鏡光源 TH4-100（OLYMPUS） 
・キセノンランプ：XPS100（Nicon） 
・CCD カメラ：C7190、C2400（HAMAMATSU） 
・フィルター交換機：C4312（HAMAMATSU） 
・励起フィルター：340AF15、380AF15、490DF20（Omega Optica） 
・ダイクロイックミラー：505DRLP（Omega Optica） 
・蛍光フィルター：535AF26+SP590（Omega Optica） 
・減光フィルター：ND filter（Omega Optica） 
・Image processor：ARGUS（HAMAMATSU） 
・Flaming Brown Micropipette Puller：P-87（Sutter Instrument） 
・マクロファージ：MF-90（NARISHIGE） 
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・Micro Injector：IM300（NARISHIGE） 
・マイクロマニピュレーター：MX-2（NARISHIGE） 
・共焦点レーザー顕微鏡：LSM710（ZWISS） 
・共焦点スキャナーユニット：CSU（横河電気） 
・Argon レーザー（LASOS） 
・ディップスイッチ RMC 7812 Z2（LASOS） 
・LSM T-PMT（ZWISS） 
・ダイクロイックミラー：MBS 488/561/633（ZWISS） 
・使用レーザーの波長：488 nm、633 nm 
・水銀ランプ HBO 100（ZWISS） 
・20G 注射針：NN-2038R（TERMO） 
・27G 注射針：NN-2719（TERMO） 
・滅菌フィルター：Syringe Filter 33 mm（IWAKI） 
・プラスティックディッシュ：35 × 10 mm style（FALCON） 
・角カバーガラス：24 × 24 No.1（MARSUNAMI） 
・ワックス：Utility Wax（CG） 
・ホットプレート：MODEL HM-11（ヤマト化学） 
・インジェクションピペット：50 LAMBDA（cu, mm）with Aspirator（Drummond 
Scientic Company） 
・測定用ディッシュ：プラスティックディッシュに直径 12 mm の穴を開け、ワックスを
使用してカバーガラスで穴を塞ぎ作製した。 
・マイクロインジェクション用ピペット：ガラス毛細管ピペットを Flaming Brown 
Micropipette Puller でひき作製した。 
・ホールディングピペット：ガラス毛細管ピペットを Flaming Brown Micropipette puller
で引き、マクロファージで加工し作製した。 
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●試薬 
■生理食塩水（0.9%NaCl） 
NaCl（Wako）                      0.9 g 
Milli-Q                         Total 100 mL 
オートクレーブで滅菌後、冷蔵保存。 
 
■100 mM Na Pyruvate 
100 mM Na Pyruvate （Wako）              100 mg 
Milli-Q                                              Total 100 mL 
10 mL ずつに分柱して冷凍保存。 
 
■100 mM HEPES 
HEPES（Wako）                                           2.38 mg 
Milli-Q                                               Total 100 mL 
室温で保存。 
 
■1.0 M NaOH 
NaOH（Wako）                       4.0 g 
Milli-Q                        Total 100 mL 
室温で保存。 
 
■A10 × 
NaCl                                    5.53 g 
KCl（Wako）                       358 mg 
CaCl2・H2O（Wako）                   250 mg 
MgSO4・7H2O（Wako）                   296 mg 
Milli-Q                                                Total 100 mL 
室温で保存。 
 
■B10 × 
KH2PO4（Wako）                                          163 mg 
NaHCO3（Wako）                                           428 mg 
Milli-Q                                                Total 100 mL 
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■M2 
A10 ×                           10 mL 
B10 ×                           10 mL 
HEPES                           10 mL 
60% Na lactate（Sigma）                              0.37 mL 
100 mM Na Pyruvate                    0.5 mM 
Glucose（Wako）                               100 mg 
1.0 M NaOH                       pH 7.2 に調整 
Milli-Q                           Total 100 mL 
フィルターで滅菌して 5 mL ずつ分柱後、冷蔵保存。 
 
■M2 
A10 ×                           10 mL 
1.0M KH2PO4                       120 mL 
60% Na lactate                      330 mL 
Glucose                               100 mg 
0.1% phenol red（Wako）                0.2 mL 
Milli-Q                           Total 100 mL 
フィルターで滅菌して 2.5 mL ずつ分柱後、冷蔵保存。 
使用前に５％CO２インキュベーターで平衡化 
 
■10 × TE（Tris / EDTA） 
Tris（Trishydroxymethylaminomethane）（Wako）        100 mM 
EDTA（Ethylenediaminetetraacetic Acid）（Wako）        10 mM 
 
■1 × TE 
10 × TE                           10 mL 
Milli-Q（Millipore）                      90 mL 
オートクレーブで滅菌後、室温で保存した。 
 
■50 × TAE（Tris / Acetate / EDTA）バッファー 
Tris（Trishydroxymethylaminomethane）（Wako）        242 g 
酢酸（Acetate）（Wako）                   57.1 mL 
0.5 M EDTA（Millipore）                   100 mL 
滅菌 Milli-Q（Millipore）                                 Total  1.0 L 
室温で保存 
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■1 × TAE バッファー 
50 × TAE                          0.1 L 
蒸留水                            4.9 L 
よく攪拌させた後、室温で保存 
  
■アガロースゲル 
Agarose-S（Wako）１％ or 2％                2.0 g or 4.0 g 
1 × TAE バッファー                      200 mL 
10 mg/ml EtBr（Ethidium Bromide）（Invitrogen）            8.0 μL 
電子レンジで沸騰するまで加熱して溶解させ、60℃程度に冷めたら EtBr を 8.0 μL 加え、型
に入れる。固まったら TAE に浸して冷蔵保存。 
 
■抗生物質 
アンピシリン（Ampicilin, Amp）（Genlantis）        50 mg/チューブ 
1.0 mL の滅菌 Milli-Q に溶解して使用し、冷凍保存。 
2.0 mL テトラサイクリン（Tetracycline, TC）（GTS）    5 mg/チューブ 
1.0 mL の 100％エタノール（EtOH）に溶解して使用し、遮光、冷凍保存。 
 
■LB（Luria-Bertani）培地 
LB 培地パウダー（Q-Bio Gene）              25 g 
Milli-Q（Millipore）                    1.0 L 
オートクレーブで滅菌後、冷蔵保存。 
 
■LB（Luria-Bertani）寒天プレート 
INA-Agar（伊那食品工業株式会社 F）            3.75 g 
LB 培地                          250 mL 
50 mg/mL Ampicilin                    250 μL 
5 mg/mL Tetracycline                   1.0 mL 
9 cm 滅菌シャーレ 10 枚に分注し、固まったら遮光し、冷蔵保存 
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■ケミカルコンピテントセル作製溶液 
TB（Transformation バッファー） 
PIPES（Wako）                                          1.5 g 
CaCl2・2H2O                         1.1 g 
KCl（Wako）                        9.3 g 
400 mL の Milli-Q に溶かし、5 M KOH（Wako）で pH 6.7 に調整した 
MnCl2・4H2O（Wako） 
Milli-Q で Total 500 mL にし、フィルター滅菌後、冷蔵保存し 3 日以内に使用。 
 
■血清性性腺刺激ホルモン（PMSG） 
セロトロピン（あすかアニマルヘルス）                1 アンプル（1000 単位） 
生理食塩水                          20 mL 
溶液をシリンジに分注してフリーザーで保存した。 
 
■ヒト絨毛性性腺刺激ホルモン（hCG） 
ゴナドトロピン（あすかアニマルヘルス）                1 アンプル（3000 単位） 
生理食塩水                          20 mL 
溶液をシリンジに分注してディープフリーザーで保存した。 
 
■cDNA 関連 
・制限酵素（TAKARA） 
・バッファー（TAKARA） 
・Loading バッファー（TAKARA） 
・DNA Lader（TAKARA） 
・Ligation Mix（TAKARA） 
・MonoFas®DNA 精製キット（GL Science） 
・Chemical Competent Cell XL-1Blue（stratagene） 
・Wizard® Plus Midipreps DNA Purification System（Promega） 
・Sodium Acetate 
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■RNA 関連 
・制限酵素（TAKARA） 
・Proteinase K（Sigma） 
・MinElute Cleanup Kit（Qiagen） 
・mMESSAGE mMACHINE™ T7 Transcription Kit（Ambion） 
・RNeasy MinElute Cleanup Kit（Qiagen） 
・RNase-free 100％ EtOH（Wako） 
・RNase-free 80％ EtOH（Wako） 
・rRNasin（Promega） 
 
■fura-2AM（2 mM） 
4 mM fura-2AM（同仁化学研究所）              10 μL 
10% F127 in DMSO（Dimethyl Sulfoxide）（同仁化学研究所）  10 μL 
※冷凍保存し、使用時に M2+BSA で適当濃度に希釈してから使用 
 
■フラビンアデニンジヌクレオチド二ナトリウム n 水和物（FAD）（Wako） 
RNase-free water（Ambion）で適当濃度に希釈して使用 
 
■リン酸リボフラビンナトリウム（Wako） 
RNase-free water（Ambion）で適当濃度に希釈して使用 
 
●反応液の組成・PCR 条件 
表１. PCR の組成 
溶液名 （μL） 
Milli-Q 11.9 
5 x Prime Star バッファー 4.0 
dNTP Mixture 1.6 
F プライマー 0.5 
R プライマー 0.5 
Prime STAR DNA Polymerase 0.5 
テンプレート DNA（1 ng/μL） 1.0 
合計 20.0 
ここで用いた F プライマー、R プライマーについては図 2.1、2.2、2.3、2.4 を参照。 
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表２. PCR 条件 
Prime Star 1SEG 2SEG（x25） 3SEG 
温度 98 ℃ 98 ℃ 55 ℃ 72 ℃ 72 ℃ 10 ℃ 
時間 30 sec 10 sec 5 sec N min 2 min ∞ 
N min=（増幅塩基数 bp）÷１０００ 
 
表 3. PCR 後の制限酵素の組成 
溶液名 （μL） 
MilliQ Up to 20 
バッファー N  
(BSA) 2.0  
酵素 X 0.5  
酵素 Y 0.5  
PCR 産物 10.0  
合計 20.0  
加えた酵素の種類は図 2.1、2.2、2.3、2.4 を参照。 
N:BSA の有無やバッファーの種類や量などは制限酵素（Takara）のプロトコルに従って行
った。PCR 産物の代わりに既存の cDNA を加える場合は 1.0 μg 加えた。 
 
表 4. Ligation 溶液の組成 
溶液名 （μL） 
インサート 4.0 
ベクター 1.0 
Ligation Mix 5.0  
合計 10.0 
 
表 5. コロニー PCR の組成 
溶液名 （μL） 
MilliQ Up to 20 
F プライマー 0.5 
R プライマー 0.5 
培養液 1.0  
Go taq 10.0 
合計 20.0  
コントロールなどで培養液の代わりに既存の cDNA を加える場合は 1.0 ng 加えた。 
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表 6. RNA 合成時の制限酵素処理 
溶液名 （μL） 
MilliQ Up to 50 
バッファー10×H 5.0 
NdeⅠ 1.25  
cDNA N 
合計 50.0  
N：cDNA は 5.0 μg になるように加えた。 
 
表７. RNA 合成液の組成 
溶液名 10 μL 系（μL） 20 μL 系（μL） 
10×Reaction バッファー 1.0 2.0 
2×NTP/CAP 5.0 10.0 
Enzyme Mix 1.0  2.0  
テンプレート DNA N10 μL 系 N20 μL 系 
Nuclease free water Up to 10 Up to 20 
合計 10.0  20.0  
N10 μL 系：テンプレート DNA が 0.5 μg になるように加えた。 
N20 μL 系：テンプレート DNA が 1.0 g になるように加えた。 
 
●使用解析ソフト 
・ApE-A Plasmid Editor 
・Zen ソフトウェア 
・Image J アプリケーション 
 
●実験動物 
・ddY メスマウス（日本エスエルシー株式会社） 
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●プライマー 
表 8. 使用プライマー 
 
 
プライマー名 塩基配列 塩基数(mer)
Xho-Kz-Met-pMag_F AAACTCGAGCCACCATGCACACTCTT 26
iRFP-SC-Not_R TTTGCGGCCGCTTACTCTTCCATCACGCCAA 31
Xho-Kz-Met-Gly-nMag_F AAACTCGAGCCACCATGGGACACAC 25
CAAX-SC-Not TTTGCGGCCGCTTACATAATCACGCATTTTGTC 33
Eco-16aa-Mag_F AAAGAATTCGGAGGAAGCGGTGGAAGTGGTGGCTCCGGGGGATCAGGAGGCGGTTCTCACACTCTTTACGCCCCT 75
Xho-Kz-Met-Eco_R AAAGAATTCCATGGTGGCTCGAGTGCA 27
Kpn-Eco-10aa-EGFP_F AAAGGTACCGGAGAATTCGGCGGCAGTGGAGGGTCTGGTGGCAGCGGAATGGTGTCGAAGGGAGAG 66
16aaLinker-Kpn_R AAAGGTACCGGAGCCGCCACCGGAAC 26
Xho-Kz-hPLCζ1_F AAACTCGAGCCACCATGGAAATGAGATGGTTTTTG 35
hPLCζ318-Eco_R TTTGAATTCGTCTCCACGCTTATCAGAAC 29
Xho-Kz-Met-hPLCζ319_F AAACTCGAGCCACCATGAATCAAGACAAGGAAACAGG 37
hPLCζ608-Eco_R TTTGAATTCTCTGACGTACCAAACATAAAC 30
Kpn-hPLCζ319_F AAAGGTACCAATCAAGACAAGGAAACAGG 29
Kpn-hPLCζ1_F AAAGGTACCATGGAAATGAGATGGTTTTTG 30
Xho-Kz-Met-Gly-hPLCζ319_F AAACTCGAGCCACCATGGGCAATCAAGACAAGGAAACAGG 40
